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苗 ,降低肝炎的感染率 ,阻止其流行 ,其社会经济效
益是不言而喻的。本文对甲型肝炎病毒 ( HAV) 、乙
型肝炎病毒 ( HBV) 、丙型肝炎病毒 ( HCV) 和戊型
肝炎病毒 ( H EV)疫苗的研究进展作一综述。
1 　甲型肝炎疫苗
甲型肝炎减毒活疫苗有 H2 株或 L1 株[1 ] ,其是
肌肉注射 ,儿童较难接受。龙润乡等[2 ] 利用可生物
降解的材料聚乳酸/ 乙醇酸 ( PLA/ PL G)包裹甲型肝




致[3 ] ,口服免疫后肠道中的 SIgA 抗体水平高于
HAV2Ig G , 采用恒河猴进行试验 , 其抗体反应水平
与人体对疫苗的反应最为接近。
2 　乙型肝炎疫苗






者工艺复杂 ,难度大 ,成本高 ,运输不便 ,故而人们希
望找到一种新的安全有效、制造简便、廉价的疫苗。
慢性乙型肝炎患者缺乏有效特异性细胞免疫应
答 ,从而不能清除感染者体内的 HBV。DNA 疫苗
的主要优点可同时诱发持久的特异性细胞及体液免
疫 ;体内抗原加工提呈 ,有效激发 CTL ; 质粒骨架上
的 Cp G佐剂效应可增强 Th1 应答。HBV DNA 疫
苗 (表面抗原 DNA 质粒)在多种动物模型上取得了
令人鼓舞的结果[4 ] : ( 1 ) DNA 疫苗在 HL A2
A211 Tg 小鼠模型 (无症状 HBV 携带者模型) 上其
位点加工与 HBV 自然感染相似 ; (2) 在 HBV2Tg
小鼠模型证明 , DNA 疫苗可打破对 HBsAg 的免疫
耐受 , 引起特异性 CD4 + 与 CD8 + T 细胞免疫应答 ,
清除血清中 HBsAg ,控制肝内病毒基因的表达 ,
Th1 型细胞因子分泌可调节肝内病毒转录而不裂解
肝细胞 ; (3) 地松鼠肝炎 ( W HV) 模型证实 S 蛋白
DNA 疫苗引起的增生型 T 细胞应答可防御 W HV
强毒株的攻击 ; (4) 鸭肝炎模型表明 ,大 S 抗原的
DNA 疫苗免疫可降低或完全抑制病毒的复制 ; (5)
黑猩猩模型证实 HBV 包膜蛋白 DNA 疫苗的免疫
效果 , S 蛋白 DNA 免疫慢性 HBV 感染黑猩猩后 ,
重组痘病毒加强免疫 , 可导致血浆中病毒载量大幅




定[5 ] 。Nakamura 等[6 ]发现用基因枪直接免疫肝脏
可产生较接种皮肤更强的体液免疫。赫兢等[7 ]采用
美国 FDA 批准、在国外艾滋病临床试验中已证实
了安全性的载体 VR1012 ,插入 HBsAg , PreS22
HBsAg , HBsAg2EN H I 和 PreS22 HBsAg2EN H I
基因片段后 , EL ISA 法转染的 Hep G2 细胞可见
HBsAg 阳性表达 ,蛋白印迹法检测可见与 HBsAg
大小相等的蛋白条带 ,说明充组质粒在真核细胞内
表达 HBsAg ;接种小鼠可产生抗2HBsAg 及 HB2
sAg 特异性 CTL ,可以作为 HBV DNA 疫苗进一步
研究。Yang[8 ]等 , 采用拉米夫定、IL212 与 DNA 疫
苗联合应用于 12 例慢性 HBV 携带者 , 受试者耐受
性好 , 其中 8 名受试者对该免疫程序应答 , 表现为
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最后一次免疫后病毒 DNA 消失持续 1 年。病毒清
除同时伴随有血清 IL22 浓度增高。并首次证明
DNA 疫苗结合拉米夫定治疗可引起 IFN2γ分泌的
记忆性 T 细胞应答 ,停药后长期抑制病毒复制。李
文波等[9 ]构建真核表达质粒 pCR 3. 12S 作为 HBV
基因疫苗 ,应用其免疫 BALB/ c 小鼠 ,发现 : ( 1)
HBV 基因疫苗 pCR 3. 12S 可诱导小鼠产生抗 HBs
反应 ,且呈剂量、时间相关。免疫接种次数不同 ,抗
HBs 效价有差异 ; (2) 与空载体对照比较 , HBV 基
因疫苗免疫小鼠淋巴细胞经 HBsAg 抗原体外刺激
后增殖明显 ; (3) 体外淋巴细胞杀伤功能测定亦显
示 , HBV 基因疫苗免疫小鼠明显强于空载体对照
组 ,提示 HBV 基因疫苗 pCR3. 12S 可诱发 BALB/ c
小鼠产生全面的免疫应答。研究发现 ,部分 HBsAg
蛋白或肽冲击的树突状细胞 (DC) 疫苗抗 HBV 治
疗效果明显优于 DNA 疫苗和重组 HBsAg 疫苗 ,但
抗病毒免疫应答还不是十分令人满意[10 ] 。黄茵
等[11 ] 研究了 HBsAg 基因修饰的树突状细胞诱导
HBV 转基因小鼠的免疫应答。以腺病毒为载体
HBsAg 基因修饰的 DC 疫苗能诱导比 HBsAg 蛋白
冲击 DC 及 DNA 疫苗更强的 Tc1 细胞应答和特异
性 CTL 反应 ,对 HBV Tg 小鼠血清 HBsAg、HBV
DNA 水平和肝组织 HBcAg 和 HBsAg 的表达有较
迅速和明显的抑制作用 ,对慢性乙型肝炎的免疫治
疗有较好的临床应用前景。周陶友等[12 ] 从乙型肝
炎患者血清中扩增 S2S 基因 , 构建表达质粒
pVAX12S2S , 从成人外周血白细胞总 RNA 中 ,逆
转录聚合酶链反应扩增干扰素α基因 I ,将其与 S2S
相连 ,构建重组表达质粒 pVA X12S2S , 将干扰素α
基因 I 与人工合成的胸腺素α基因 T 相连 ,构建重
组表达质粒 pVAX12T/ I ,将上述表达质粒分组肌肉
注射 BALB/ c 小鼠 ,胸腺素αI 和/ 或干扰素α基因
的表达具有分子免疫佐剂的效应 ,能够增强乙型肝
炎基因疫苗的特异性体液免疫诱生效力。
2. 2 　亚单位疫苗 　Chen 等[13 ] 应用 HBcAg 与
PreS1 融合蛋白疫苗在 HBV Tg 小鼠中进行免疫治
疗研究 ,结果表明该融合蛋白疫苗可诱导特异性免
疫 (3 H2TdR 掺入法淋巴细胞特异性增殖反应) ,并
抑制 HBV DNA 复制 (荧光定量 PCR) 与 HBsAg
表达 ( EL ISA) 。HBV 衣壳蛋白中 HBsAg、PreS1、
PreS2 和 HBcAg 任一组合构成亚单位疫苗 ,近年多
项临床试验研究联合使用亚单位疫苗和抗病毒药
物 ,或直接优化现有疫苗后改进使用方法 ,能不同程
度打破免疫耐受 ,在治疗 HBV 感染方面取得肯定
的效果[14 ] 。
3 　丙型肝炎 DNA 疫苗
丙型肝炎目前无有效的特异性治疗方法 , 急需
寻求预防 HCV 感染的疫苗。HCV DNA 疫苗是近
年发展起来的新型疫苗之一。近年来 , 国内外学者
纷纷构建 HCV 四个不同区段 (核心区、包膜区、结
构区及非结构区) 的 DNA 疫苗 ,免疫动物后 ,部分
显示出保护性反应[ 15 ] 。许信刚等构建了 HCV 囊膜
蛋白基因 E1 E2 重组表达载体 pcDNA4. 12E1 E2 ,
使之在真核细胞中获得表达 ,并免疫小鼠诱导了体
液免疫应答[16 ] 。
王全楚等[17 ] , 选用人 Ig G1 Fc 段基因作为目的
基因 , 插入到含我国常见的 HCV Ⅱ型 H 株 C 区基
因的载体 pcDNA3 HCV C 中 ,以此为基础构建
HCV C2Fc 融合基因的真核表达载体 pcDNA3
HCV2Fc , 经双酶切、PCR 扩增测序三重鉴定 ,证实
插入片段为 Fc 区基因 ,重组质粒 pcDNA3 HCV2Fc
在人肝癌细胞 7721 中瞬时表达了 Fc 抗原及其功能
的完整性。在此基础上利用融合基因修饰的 DC 作
为疫苗在丙型肝炎细胞和动物模型中 ,应用分子克
隆技术构建含 Ig G Fc 段的 HCV C2Fc 融合基因疫
苗 ,用脂质体直接转染法将 HCV DNA 疫苗 ,直接
转染到培养好的 DC 中制成 DC 疫苗 ,用于免疫





目前已报道的有关 H EV 疫苗的研究多为基因
重组蛋白疫苗 , H EV 的抗原表位位于 ORF2 和
ORF3 编码的结构蛋白上 , 临床上用于检查血清
H EV 抗体及对 H EV 疫苗的研究多围绕 ORF2 和
ORF3 而设计的[19 ] 。洪艳等利用 PCR 方法获得约
0. 8kb 的戊型肝炎 ORF2 片段和 ORF3 的完整片
段 , 同时将两片段克隆到同一真核表达载体 pcD2
NA3 中 , 构建含 ORF2 和 ORF3 嵌合基因的质粒
pc H EV23 ;将该重组质粒作为 DNA 疫苗免疫
BALB/ c 小鼠 , 其可诱导小鼠产生特异性体液和细
胞免疫应答[20 ] 。
周永东等[21 ] ,采用大肠杆菌表达的 H EV 结构
区 ORF2 的重组蛋白 ,纯化后与新型粘膜佐剂类
MF59 配制成试验性疫苗 ,通过滴鼻和灌胃等粘膜
途径免疫实验小鼠 ,均能诱导小鼠产生针对 H EV
ORF2 试验性疫苗的血清 Ig G 和 IgA ,血清抗体可
持续存在至少 6 个月以上 ,比较类 MF59 佐剂和传
统铝盐佐剂注射免疫所诱导产生的血清 Ig G 抗体
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滴度 ,发现类 MF59 佐剂可有效增强 H EV ORF2
重组蛋白的免疫原性约 4 倍 ,类 MF59 佐剂可诱导
粘膜免疫反应 ,在肠道粘膜部位产生 SIgA ,滴度为













HAV 和 H EV 主要传播途径为消化道 ,为获得
高效免疫 ,有效的口服疫苗研制显得尤其重要 ,其能
刺激机体消化道产生 SIgA , 达到较好的预防效果。
HBV 的变异及个体对疫苗的敏感性不一致 ,导致
HBV 疫苗接种失败是 HBV 疫苗有待解决的问题。
HCV 疫苗面临的挑战 ,仍然是病毒蛋白的高变性 ,
尤其是包膜蛋白的变异更为主要 ,而与 HCV 相关
的 LDL 蛋白又使得大部分病毒颗粒具有不可中和
性 ,更是进一步的挑战。这些问题的解决很可能是
HCV 疫苗研制能否取得突破的关键 ,寻找 HCV 株
间的交叉表位以及通过 DNA 疫苗策略激发 CTL
应答可能会有所帮助。
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